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Vzrok za bolezni kosti je največkrat neravnovesje med razgradnjo in izgradnjo kostnine. 
Najbolj razširjena presnovna kostna bolezen je osteoporoza, ki lahko nastane zaradi motenj 
v dveh glavnih regulatornih mehanizmih. Prvi je sistem RANKL/RANK/OPG, ki je glavni 
pri nadzoru osteoklastogeneze, drugi pa je signalna pot Wnt, ki ima vlogo pri 
osteoblastogenezi. V magistrski nalogi smo se osredotočili na sistem RANKL/RANK/OPG. 
Pri neustreznem delovanju tega sistema lahko pride do povečanega izražanja proteina 
RANKL, ki se veže na membrano osteoklastov in poveča njihovo število ter aktivnost. Gen, 
ki kodira za protein RANKL, se imenuje TNFSF11. Promotorska regija gena TNFSF11 
vsebuje regulatorne elemente in strukturo, imenovano G-kvadrupleks. Regulatorni elementi 
omogočajo vezavo različnih transkripcijskih dejavnikov, ki lahko pospešijo ali zavrejo 
izražanje gena TNFSF11. V magistrski nalogi smo proučevali, kakšen vpliv imajo 
spremembe v zaporedju G-kvadrupleksa na aktivnost promotorja gena TNFSF11. Pri delu 
smo rokovali s plazmidnim vektorjem pGL3, ki je vseboval del promotorske regije gena 
TNFSF11, v katerega smo vnesli mutacije na različnih mestih G-kvadrupleksa 
(RANG2713T, RANG2719T in RANG27T). Plazmide smo nato s transfekcijo vstavili v 
celice HeLa (celice raka materničnega vratu) in s pomočjo dvojnega luciferaznega testa 
izmerili vpliv na aktivacijo promotorja. Pri vseh pripravljenih plazmidih z vnesenimi 
spremembami je prišlo, glede na izvorni plazmid, do znižanja aktivnosti promotorja (pri 
mutacijah RANG2713T in RANG2719T se je aktivnost zmanjšala za faktor 0,2; pri 
RANG27T pa za faktor 0,4). Znižana aktivnost promotorja pa pomeni manjše izražanje 
proteina RANKL in posledično zmanjšano razgradnjo kosti. Proučevali smo tudi vpliv dveh 
genetskih sprememb v genu TNFSF11 – rs201748497 in rs200072190 – pri obeh smo 
zamenjali po en bazni par, kar je prav tako povzročilo znižanje aktivnost promotorja tega 
gena (pri rs201748497 se je aktivnost promotorja v primerjavi z izvornim plazmidom 
zmanjšala za faktor 0,9; pri rs200072190 pa za faktor 0,7). Iz dobljenih rezultatov lahko 
zaključimo, da vsaka sprememba, ki smo jo vnesli, vpliva na spremembo aktivnosti 
promotorja gena TNFSF11, posledično na izražanje proteina RANKL in s tem na nastanek 
osteoporoze. S tem smo doprinesli nove informacije o vplivu posameznih sprememb v genu 
TNFSF11, kar bi lahko pomagalo pri razvoju bolj učinkovitih in selektivnih učinkovin, ki bi 































The cause of bone disease is most often an imbalance between bone resorption and bone 
formation. The most common metabolic bone disease is osteoporosis, which can occur 
because of disorders in the two main regulatory mechanisms. The first one is the 
RANKL/RANK/OPG system, which is the most important in the control of 
osteoclastogenesis; and the second one is the Wnt signalling pathway, which plays a role in 
osteoblastogenesis. In this master thesis, we focused on the RANKL/RANK/OPG system. 
When this system is not working properly, it can result in increased expression of the 
RANKL protein, which binds to the membrane of osteoclasts, and can increase their number 
and activity. The gene encoding the RANKL protein is called TNFSF11. The promoter 
region of the gene TNFSF11 contains regulatory elements and a structure called G-
quadruplex. The regulatory elements enable the binding of various transcription factors that 
can accelerate or inhibit the expression of the TNFSF11 gene. In this thesis, we studied the 
influence of changes in the G-quadruplex sequence on the activity of the TNFSF11 gene 
promoter. Using the plasmid pGL3 vector, which contained part of the TNFSF11 gene 
promoter region, we inserted mutations on different parts of the G-quadruplex 
(RANG2713T, RANG2719T and RANG27T). With transfection, we then introduced 
plasmids into HeLa cells (cervical cancer cells), and we measured the effect on the promoter 
activation using a double luciferase assay. In comparison to the original plasmid, all the 
prepared plasmids with mutations showed a decrease in the promoter activity (In the 
RANG2713T and RANG2719T mutations, the activity decreased by a factor of 0,2 and in 
RANG27T by a factor of 0,4). Decreased promoter activity means lower RANKL protein 
expression and consequently bone resorption. We also studied the influence of two genetic 
alterations in the TNFSF11 gene – rs201748497 and rs200072190, replacing one base pair 
in both, which also led to a decrease in this gene’s promoter activity (in comparison to the 
original plasmid, the promoter activity in rs201748497 decreased by a factor 0,9 and in 
rs200072190 by a factor 0,7). According to the obtained results, we can conclude that every 
alteration we introduced affects the change of the TNFSF11 gene promoter activity, 
consequently the protein RANKL expression, and thus the occurrence of osteoporosis. This 
provided new information on the impact of individual changes in the TNFSF11 gene; which 
could help to develop more effective and selective agents that would bind either to the G-
quadruplex or any other system involved in the bone repair process (RANK/RANKL/OPG).  
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DNA           deoksiribonukleinska kislina 
DXA           dvoenergijska rentgenska absorbciometrija 
FBS            fetalni goveji serum 
GFP            zeleni fluorescenčni protein  
LAR II        luciferazni reagenta  
Luc             kresničkina luciferaza  
M-CSF       makrofagne kolonije stimulirajoči faktor  
NFATc1     jedrni faktor aktiviranih T celic 
NF-κB        transkripcijski faktor-jedrni dejavnik kappa B 
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PBS            fosfatni pufer 
pDNA         plazmid deoksiribonukleinske kisline 
PCR            verižna reakcija s polimerazo 
PLB            pufer za pasivno lizo 
PGE2                prostaglandin E2 
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PTH            paratiroidni hormon  
RANK         receptor za aktivacijo jedrnega dejavnika kappa-B 
RANKL      ligand receptorja za aktivacijo jedrnega dejavnika kappa-B 
RLA            relativna luciferazna aktivnost 
Rluc            renilina luciferaza  
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TNF𝛼         dejavnikov tumorske nekroze 𝛼   
TNFRSF     naddružina receptorjev tumorje nekrotizirajočih dejavnikov 
TNFSF        naddružina ligandov tumorje nekrotizirajočih dejavnikov 












1 UVOD  
 
1.1. Zgradba in funkcija kosti 
 
Kosti so živo, aktivno tkivo, ki se ves čas obnavlja in predstavlja približno 14% telesne mase. 
Ob rojstvu ima človek približno 270 kosti, ob odraščanju se jih nekaj spoji in v odrasli dobi 
imamo tako 206 kosti. Njihova funkcija je oporna, telesu s tem omogočajo držo in gibanje. 
Prav tako ščitijo možgane in organe v prsnem košu. Predstavljajo tudi veliko zalogo kalcija 
in fosfatov, ki se ob premajhnem vnosu s hrano sproščata v kri, kar omogoča ohranjanje 
zadostne koncentracije. Kosti pa so tudi pomemben krvotvorni organ saj je po rojstvu kostni 
mozeg, ki se nahaja v notranjosti kosti, edino krvotvorno tkivo (v njem nastajajo eritrociti, 
trombociti in levkociti) (2). 
Kostnino sestavljata organski matriks (30%) in mineralni del (70%). Organski matriks je 
sestavljen iz proteinov in proteoglikanov. Glavni protein kostnega matriksa je kolagen tipa 
I, ki predstavlja kar 90%. Sledi mu osteokalcin, ki se nahaja samo v kosteh in zobeh, njegova 
koncentracija v krvi pa odseva hitrost nastajanja kostnine. Komponente organskega matriksa 
dajejo kostem prožnost. Mineralni, anorganski del kostnine je vezan na organski matriks in 
ga gradijo predvsem kristali kalcijevega hidroksiapatita (Ca10(PO4)6(OH)2). Kalcijev 
hidroksiapatit je hidrogenirana sol, ki daje kostem trdnost (1, 2). 
Normalna kost sestoji iz kompaktne in spongiozne kostnine. Kompaktna kostnina gradi 
skorjo kosti, ki je zelo gosta, čvrsta in odporna na upogibanje ter torzijske sile. Zanjo so 
značilni osteoni, ki jih gradi Haversov kanal (v njem so žile in živci), okrog njega pa so 
razporejene koncentrične lamele. Spongiozna kostnina gradi osrednji del kosti, ima satasto 
oziroma gobasto strukturo in je odporna predvsem na kompresijske sile. Sestavljajo jo kostne 
trabekule, zgrajene iz osteocitov in kostnih lamel, vendar niso urejene v osteone. Spongiozna 
kostnina ima za razliko od kompaktne veliko presnovno aktivnost in zelo veliko površino. 





Slika 1: Zgradba kosti (prirejeno po 3) – Kompaktna kostnina sestoji iz iz osteonov, ki so 
poravnani vzporedno z dolgo osjo kosti in Haverosvih kanalov, ki vsebujejo krvne žile in 
živčna vlakna. Notranji sloj kosti je sestavljen iz gobastega tkiva. Majhni temni ovali v 
osteonu predstavljajo žive osteocite.  
1.2. Kostne celice 
 
Kostnina je ves čas v procesu izgradnje in razgradnje, pri katerem sodelujejo osteoblasti, 
osteociti in osteklasti. 
Osteoblasti so enojedrne celice, potrebne za sintezo in mineralizacijo kosti, tako med 
prvotno tvorbo kosti kot tudi med njihovim preoblikovanjem. Nahajajo se na zunanji 
površini kosti in v kostnih votlinah. Odgovorni so za odlaganje kostnega matriksa in 
regulacijo osteoklastov. Proizvajajo številne snovi kot so rastni faktorji, kolagenaze, 
osteokalcin, alkalna fosfataza in kolagen. Izločajo molekule organskega matriksa, ki med 
seboj polimerizirajo in tvorijo osteoid oz. nemineraliziran organski matriks. Nanj se nato 
naložijo kristali kalcijevega hidroksiapatita, kar imenujemo mineralizacija (2, 4). 
Osteociti so osteobasti, ki so popolnoma obdani z osteoidom oziroma mineralizirano 
medceličnino in so najpogostejše celice v kosteh. Te celice lahko komunicirajo med sabo in 
z okoliškim tkivom s pomočjo razširitve njihovih membran (2, 4). 
Osteoklasti so večjedrne celice, ki sodelujejo pri razgradnji kostnine. Na mestu, kjer so 
osteoklasti pričvrščeni na kostnino, izločajo protone in encime (kislo fosfatazo, 
kolagenazo,..), ki topijo mineralni del in razgrajujejo organski matriks. Del, ki ga osteklasti 
















Slika 2: Kostne celice (prirejeno po 5) – 4 tipi celic, ki se nahajajo v kostnem tkivu. 
Osteogene celice se razvijejo v osteoblaste. Oseoblasti se obdajo s kostnino in nastanejo 
osteociti. Osteoklasti se razvijejo iz monocitov in makrofagov. 
1.3. Kostna prenova 
 
Skozi življenje se skelet prenavlja skozi dva procesa – kostna izgradnja in kostna razgradnja.  
Kostna prenova poteka neprekinjeno in s tem omogoča obnovo poškodovanih kosti, 
preprečuje kopičenje krhkih hipermineraliziranih kosti in ohranja mineralno homeostazo. Pri 
procesu kostne prenove sta ključni dve vrsti celic – osteklasti in osteoblasti. Za normalno 
kostno obnovo so potrebni vitamini D, C in A ter minerali, kot so kalcij, fosfor in magnezij. 
V obnovo so vključeni tudi paratiroidni in rastni hormon ter kalcitonin. Kostna prenova je 
visoko regulirana in poteka v naslednjem zaporedju: 
MIROVANJE 
Faza mirovanja poteka, ko kostno površino pokrivajo neaktivni ploščati osteoblasti (»lining 
cells«).  
AKTIVACIJA 
Faza aktivacije se začne tako, da predhodniki osteoklastov preidejo iz cirkulacije in se 
aktivirajo. Neaktivni ploščati osteoblasti, ki prekrivajo kostno površino se razmaknejo, tako 
da se izpostavi kostna površina. Osteociti s pomočjo svojega dendritičnega omrežja pošljejo 
signal drugim celicam. Pride do njihove apoptoze, kar povzroči sproščanje parakrinih 




faktorjev, ki povzročijo lokalno angiogenezo in aktivacijo predhodnikov za osteoklaste in 
osteoblaste (6, 7). 
RAZGRADNJA – poteka približno 2 tedna 
Razgaljena kost s kemičnimi dražljaji privabi osteklaste, ki se prilepijo na razgaljeno 
površino in začnejo razgrajevati kost. Osteoklasti s pomočjo H+-ATPaze črpajo H+-ione, ki 
jih tvori karbonska anhidraza 2, v lakune v zameno za Cl- ione. Nato zaradi delovanja 
katepsina K in matrične metaloproteinaze pride do razgradnje s kolagenom bogatega 
matriksa. Faza resorpcije se zaključi s programirano smrtjo osteoklastnih celic, kar 
zagotavlja, da ne pride do prekomerne resorpcije kosti (6, 7). 
PREOBRAT – poteka približno 4-5 tednov 
Faza, kjer se kostna resorpcija preobrne v kostno izgradnjo. Osteoblasti pripravijo kostno 
površino za odlaganje novonastalega kostnega matriksa. Odstranijo nemineraliziran 
kolagenski matriks in nanesejo nekolagenski mineraliziran matriks – cementno plast, ki 
izboljša prilepljanje osteoblastov. Kemični dražljaji privabijo pre-osteoblaste, ki se 
diferencirajo v zrele celice in aktivirajo (6, 7). 
IZGRADNJA – poteka približno 4 mesece 
Osteoblasti sintetizirajo in izločajo osteoidni matriks, bogat s kolagenom tipa 1 in druge 
proteine novega osteoida. Po sintezi osteoida se prične mineralizacija. Pri proces kostne 
mineralizacije pride do nalaganje kristalov hidroksiapatita med kolagenske fibrile. Ta proces 
je nadzorovan s sistemskim in lokalnim uravnavanjem koncentracije kalcija in fosfata, 
lokalnimi inhibitorji mineralizacije, ki vključujejo tudi pirofosfate in proteine brez kolagena, 
kot je osteopontin (6, 7). 
PREKINITEV 
Po končani mineralizaciji lahko osteoblasti doživijo apoptozo, se spremenijo v podlago za 
kosti ali se zakoreninijo znotraj kostnega matriksa in se spremenijo v osteocite. Osteociti 
igrajo ključno vlogo pri končanju signalizacije za obnov kosti, tako da izločajo antagoniste 







Slika 3: Kostna prenova (prirejeno po 8) – Faze kostne prenove: mirovanje, razgradnja, 
izgradnja, mineralizacija in prekinitev. 
1.4. Sistem RANKL/RANK/OPG 
 
V kosteh ves čas potekata procesa kostne razgradnje in izgradnje. Procesa morata biti v 
ravnovesju, saj v primeru prevlade enega izmed procesov pride do bolezni kosti, ki 
največkrat nastanejo zaradi sprememb v številu oziroma aktivnosti osteoklastov. To vodi v 
povečano razgradnjo kosti – osteoklastogenezo. Sistema RANKL/RANK/OPG nadzoruje 
osteoklastogenezo v procesu kostne prenove. Spremenjeno delovanje sistema 
RANKL/RANK/OPG povezujejo z nastankom pomenopavzne osteoporoze, Pagetove 
bolezni, revmatoidnega artritisa, benignih in malignih novotvorb kosti in kostnih metastaz. 
Prav tako ima vlogo pri uravnavanju zunajskeletnega kalcija, saj uravnava kalcifikacijo žil, 
sodeluje pa tudi pri razvoju mlečnih žlez v času nosečnosti (9). 
1.4.1. RANKL 
 
Ligand za receptor, ki aktivira jedrni dejavnik kB (RANKL), je protein, ki ga sestavlja 317 
aminokislin. Spada v naddružino ligandov tumorje nekrotizirajočih dejavnikov (TNFSF, 
angl. tumor necrosis factor superfamily) in je kodiran z genom TNFSF11. Pri ljudeh se 
nahaja v topni obliki ali kot transmembranski protein. Izražajo ga osteoblasti in njihovi 





















protein RANKL, je v največji meri izražen v kostnem tkivu, kostnem mozgu in limfatičnih 
tkivih. V manjši meri ga najdemo tudi v srcu, pljučih in ščitnici. Z vezavo na receptor RANK 
na osteoklastnih predhodnikih, RANKL nadzira diferenciacijo, rast in razmnoževanje ter 
preživetje osteoklastov (6, 9). 
1.4.2. RANK  
 
Receptor za aktivacijo jedrnega dejavnika kB (RANK) je transmembranski protein tipa I, 
sestavljen iz 616 aminokislin. Spada v naddružino receptorjev tumorje nekrotizirajočih 
dejavnikov (TNFRSF, angl. tumor necrosis factor receptor superfamily). Gen, ki nosi zapisa 
za protein RANK, je TNFRSF11A. Ta je izražen v osteoklasti ter njihovi predhodniki, 
celicah B in T, fibroblastih, dendritičnih celicah, v manjši meri pa tudi v srcu, možganih, 
pljučih, ledvicah, jetrih, skeletnih mišicah in koži. RANK je receptor za ligand RANKL in 
je del sestavne poti za signalizacijo RANKL/RANK/OPG, ki nadzoruje diferenciacijo in 
aktivacijo osteoklastov (6, 9). 
1.4.3. Osteoprotegerin 
 
Osteoprotegerin (OPG), znan tudi kot inhibitorni faktor oteoklastoeneze, je topni protein 
dolg 401 aminokislin. Spada v naddružino receptorjev tumorje nekrotizirajočih dejavnikov 
(TNFRSF, angl. tumor necrosis factor receptor superfamily) in je kodiran z genom 
TNFRSF11B. OPG je topni glikoprotein, ki se lahko nahaja v obliki monomera ali dimera, 
povezanega z disulfidnimi vezmi. Dimerizacija poveča afiniteto OPG za RANKL, zato je 
nujna za zaviranje RANK/RANKL. Izločajo ga osteoblasti ter osteoklasti in je sposoben 
zavirati kostno razgradnjo, tako da se veže na RANKL in s tem prepreči njegovo vezavo na 
RANK. Razmerje RANKL:OPG je tako ključno pri nadzoru kostne razgradnje (6, 7, 9, 10). 
1.4.4. Mehanizem delovanja sistema RANKL/RANK/OPG 
 
Proces kostne prenove je odvisen predvsem od razmerja RANKL in OPG, ki imata nasprotna 
učinka na kostno tkivo. V primeru spremembe v njunem razmerju lahko pride do povečane 





Slika 4: Mehanizem delovanja poti RANK/RANKL/OPG (prirejeno po 11) – RANKL 
z vezavo na RANK receptor povzroči aktivacijo osteoklastov, ki začnejo proces kostne 
razgradnje. Vezava OPG na RANKL, prepreči vezavo le-tega na RANK receptor in 
posledično ne pride do procesa kostne razgradnje. 
RANKL se na površini predhodnikov osteoklastov veže na receptor RANK in s tem ob 
prisotnosti makrofagne kolonije stimulirajočega faktorja (M-CSF, angl. macrophage colony-
stimulsting factor) spodbudi diferenciacijo do zrelih osteoklastov. Prav tako stimulira 
preživetje in zlitje do večjedrnih osteoklastov, njihovo aktivacijo ter upočasni apoptozo 
osteoklastov. Zreli osteoklasti prav tako vsebujejo receptor RANK in z vezavo RANKL-a 
na le-tega, pride do njihove aktivacije, kar vodi do razgradnje kosti. Ko je RANK receptor 
aktiviran, povzroči aktivacijo receptorja za tumor nekrotizirajoči faktor (TRAF6, angl. tumor 
necrosis factor receptor associated factor 6), kar vodi v aktivacijo in translokacijo NF-κB v 
jedro osteoklasta. NF-κB nato poveča izražanje protoonkogena c-Fos, ki reagira z jedrnim 
dejavnikom aktiviranih T celic (NFATc1, angl. nuclear factor of activated T cells 1), ta pa 
sproži prepisovanje genov za osteoklaste. Opisani proces povzroči razgradnjo kostnine in 
posledično zmanjšanje kostne mase. OPG z vezavo na RANKL, prepreči vezavo na RANK 
receptor in s tem zavira celoten opisen proces (9,12). 
Uravnavanje izražanje gena za protein RANKL in posledično kostnega cikla je pod vplivom 
številnih endokrinih in parakrinih dejavnikov, kot so glukokortikoidi, vitamin D3, 









Kostna izgradnja Kostna razgradnja 
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izražanje gena za RANKL in posledično se poveča razgradnja kostnine. Temu procesu pa 
nasprotujeta TGF𝛽 in estrogen, ki delujeta tako, da povečata izražanje OPG in s tem zavirata 
osteoklastogenezo. (7,13) 
 
Slika 5: Dejavniki, ki vplivajo na izražanje gena za RANKL (Prirejeno po 13) 
1.5. Osteoporoza 
  
Osteoporoza je najbolj razširjena presnovna kostna bolezen in je pomemben vzrok 
obolevnosti starejše populacije. Zanjo je značilno postopno zmanjšanje kostne mase, kar ima 
za posledico šibkejše in k zlomom nagnjene kosti. Bolezni se pogosto ne da prepoznati vse 
do pojava prvega zloma, ki se najpogosteje pojavi v predelu vretenc, kolka ali zapestja. 
Diagnozo je mogoče postaviti z rentgenskim slikanjem, pred nastankom zloma pa je bolezen 
možno prepoznati s pomočjo merjenja mineralne kostne gostote z metodo dvoenergijske 
rentgenske absorbciometrije (DXA angl. dual energy X-ray absorptiometry) (18). 
Glavni vzroki za nastanek osteoporoze so družinska nagnjenost k osteoporozi, pomanjkanje 





















Slika 6: Razlika v strukturi normalne in osteoporozne kosti (prirejeno po 33). 
1.6. G-kvadrupleks 
 
G-kvadrupleks je višji red DNA in RNA strukture, ki je sestavljen iz G bogatih sekvenc, 
zgrajenih okrog štirih gvaninskih baz, vezanih na vodik. Najbolj prepoznaven strukturni 
element G-kvadrupleksa so G-kvarteti, ki nastanejo tako, da se štiri gvaninske baze med 
seboj povežejo z osmimi vodikovimi vezmi. G-kvarteti posnemajo kup gvaninskih ostankov 
v različnih geometrijah, kar vpliva na topologijo, vezavno afiniteto kationov in stabilnost 
strukture. Strukturni polimorfizmi G-kvadrupleksa so posledica različnih povezav s katerimi 
se gvanini povežejo v G-kvartet in obenem sestavljajo različne tipe zank, ki se lahko 
razlikujejo v dolžini in zaporedju. Manjše spremembe v zaporedju zank lahko povzročijo 
velike spremembe v strukturi zato, ker velikokrat pride do vključevanja ostankov zank v 
interakcije pri baznem parjenju ali zlaganju (14, 15). 
 






Slika 7: Strukturi G-kvarteta in G-kvadrupleksa (prirejeno po 17): Slika A prikazuje 
strukturo G-kvarteta v prisotnosti monovalnetnega kationa – Na+ ali K+, ki stabilizirata 
strukturo. Slika B prikazuje strukturo G-kvadrupleksa, ki jo sestavljajo tri planarne strukture 
G-kvarteta. 
Sekvence, ki so sposobne tvoriti G-kvadrupleks večinoma najdemo pri človeških telomerah 
in v regulatornih regijah nekaterih (onko)genov, pri katerih lahko uravnavajo ohranjanje 
telomer, izražanje genov, podvajanje DNA in druge celične procese. Nastanek G-
kvadrupleksa dokazano zmanjšuje aktivnost encima telomeraze, ki je odgovoren za 
podaljševanje telomer. Njegova struktura je odvisna od različnih dejavnikov kot so 
koncentracija kationov, pH, temperatura in razporeditve molekul. Z G-kvadrupleksom lahko 
interagirajo različne beljakovine, med njimi so helikaze, ki so vpletene v Bloomov in 
Wernerjev sindrom, protein RAP1 kvasovke Saccharomyces cerevisiae in umetno izbran 
protein Gq1. Pomembno je vpleten tudi v razvoj zdravil za zdravljenje raka, saj je bila 
ugotovljena velika aktivnost telomeraz pri večini rakavih obolenj. G-bogata sekvenca pa je 
bila najdena tudi v regulatorni regiji gena za RANKL, ki je pomemben dejavnik pri nastanku 











2 NAMEN DELA 
 
Protein RANKL je kodiran z genom TNFSF11, katerega promotorska regija je bogata z 
gvanini. Na podlagi do sedaj narejenih študij lahko sklepamo, da na izražanje gena za protein 
RANKL vpliva nalaganje G-bogatih regij v G-kvadrupleks promotorske regije. Oblikovanje 
različnih G-kvadrupleksov v regulatorni regiji gena za RANKL, lahko vpliva na vezavo 
različnih transkripcijskih dejavnikov in posledično na spremenjeno uravnavanje izražanje 
gena TNFSF11.   
Namen magistrske naloge je bil odkriti, če se spremeni in kako se spremeni aktivnost 
promotorske regije v primeru, da pride do sprememb v genetskem zapisu za gen TNFSF11. 
Hipotezi, ki smo si ju zastavili: 
1. Spremembe, ki nastanejo v G-kvadrupleksu promotorske regije gena TNFSF11 
vplivajo na aktivnost promotorja;  
2. Genetski spremembi v genu TNFSF11 – rs201748497 in rs200072190 – spremenita 
aktivnost promotorja; 
Hipotezi bomo potrdili oziroma zavrgli tako, da bomo v plazmidni vektor, ki vsebuje del 
zapisa regulatorne regije gena TNFSF11, vnesli mutacije (RANG2713T, RANG2719T in 
RANG27T). S pomočjo transfekcije bomo nato pripravljene plazmide vnesli v celično linijo 
HeLa – celice raka materničnega vratu.  Kako spremembe vplivajo na aktivnost promotorja 









3 MATERIALI IN METODE  
 
3.1. Materiali  
 
Kemikalije: 
- Enkrat prečiščena voda – dH2O 
- Fosfatni pufer – PBS pufer  
- Lauria-Bertani (LB) broth 
- Gojišče za gojenje celičnih kultur – DMEM 
- Antibiotik ampicilin  
- Tripsin – EDTA 
- Etanol 




- Escherichia coli, DH5𝛼 
Celične linije: 
- Sesalska celična linija HeLa – celice raka materničnega vratu 
Plazmidni vektorji  
- RANG 2713T, RANG2719T, RANG27T, rs201748497, rs200072190 
- pGL3-RANKL 370 (predhodno pripravljen na Katedri za klinično biokemijo, na 
Fakulteti za farmacijo v Ljubljani) – vsebuje promotorsko regijo gena TNFSF11 od 
-1606 baznega para do +370 baznega para, gleda na mesto začetka prepisovanja 
- pRL – reporterski vektorski plazmid, ki vsebuje gen za renilino luciferazo (angl. 
Renilla Luciferase Reporter Vector) 
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Reagenčni kompleti:  
- Dual-luciferase® Reporter Assay System (Promega) 
- PolyJetTM In Vitro DNA Transfection Reagent (SignaGen) 
- QIAprep® Spin Miniprep kit (250) (PeqGOLD) 
- XL10-Gold Ultracompetent Cells  (Agilent Technologies) 
- QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit (Agilent Technologies) 
3.2. Metode 
  
Delo v laboratoriju je potekalo pod aseptičnimi pogoji – pred pričetkom dela, smo vsako 
površino očistili s 70% etanolom, uporabljali smo zaščitno haljo, plastične rokavice in 
zaščitne čevlje. Material, ki smo ga uporabljali, smo predhodno sterilizirali v avtoklavu. 
Bakterije smo na gojišče nacepili ob prižganem plinskem gorilniku, s sesalskimi celicami pa 
smo rokovali v celičnem laboratoriju – v komori z laminarnim pretokom zraka, katero smo 
predhodno očistili z etanolom in sterilizirali z UV lučjo. Pred pričetkom dela v celičnem 
laboratoriju smo zamenjali plastične rokavice, delovno haljo in nadeli posebne zaščitne 
copate.  S tem smo onemogočili kontaminacijo z neželenimi organizmi, ki bi vplivali na 
rezultate dela.   
Plazmidi, s katerimi smo rokovali, so bili predhodno pripravljeni na Katedri za klinično 
biokemijo, na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. Plazmidi so krožne, dvovijačne molekule 
DNA, katere so se sposobne samostojno podvojevati. Osnovni plazmid, ki smo uporabljali 
pri delu je pGL3 (Slika 8), s pomočjo katerega smo preučevali kako mutacije vplivajo na 
aktivnost gena za RANKL.  
Plazmidni vektor je sestavljeni iz: 
- ORI mesta (origin of replikation) oz. mesta začetka podvojevanja, ki omogoča, da se 
vektor v gostiteljski celici namnoži, 
- gena za Ampr, ki daje odpornost na antibiotik ampicilin in tako omogoča preživetje 
samo tistim celicam, ki so uspešno sprejele vektor, 
- poliklonskega mesta (MCS – multiple cloning site), kamor se vključi del tuje DNA 
– uporabljen plazmid vsebuje del promotorske regije gena, ki kodira za RANKL, 
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- luciferaznega poročevalskga gen s pomočjo katerega smo lahko določili izražanje 
vstavljenega dela DNA. 
 
 
Slika 8: Struktura osnovnega plazmidnega vektorja pGL3-Basic (najdeno na 20) – 
pGL3 sestoji iz mesta za začetek podvojevanja, gena za odpornost na ampicilin, dela gena 
za RANKL in gena za kresničkino luciferazo 
3.2.1. Priprava mutacij v promotorski regiji gena TNFSF11 
 
Genetska raznolikost predstavlja osnovo za fenotipsko raznolikost med ljudmi. Ta se kaže v 
razvoju različnih bolezni ali nagnjenosti k razvoju določene bolezni. Genske mutacije 
nastanejo zaradi sprememb v zgradbi gena. Ta je sestavljen iz nukleotidov, ki se lahko 
zamenjajo (substitucija), kakšen lahko izpade (delecija) ali se vrine v verigo nukleotidov 
(insercija) (21).  
Pri našem delu smo s pomočjo verižne reakcije s polimerazo (PCR, angl. Polymerase chain 





Tabela 1: Pripravljeni plazmidi v katere smo na označena mesta vnesli mutacije, vsebujejo 

















Na mestih dva, sedem in devetnajst je gvanini zamenjan s timinom:  








Verižna reakcija s polimerazo je široko uporabna metoda v molekularni biologiji s katero 
lahko hitro naredimo več kopij določenega segmenta DNA. PCR vključuje tri osnovne 
korake: 
1. Denaturacija – S segrevanjem na 90-96°C za 20-30s povzročimo razpad dvojne 
vijačnica v dve enoverižni DNA in sicer tako, da pride do prekinitve vodikovih vezi 
med komplementarnimi bazami. 
2. Prileganje – V naslednjem koraku se temperatura za 20-40s zniža na 50-65°C, s 
čimer omogočimo prileganje začetnih oligonukleotidov na matrico.  
3. Podaljševanje – Temperaturo v tem koraku ponovno zvišamo (na približno 72°C) in 
tako omogočimo DNA-polimerazi sintezo nove verige DNA 
PCR reakcijo smo izvedli s pomočjo reagenčnega kompleta QuikChange Lightning Site-




Tabela 2: Sestava mešanice za izvedbo verižne reakcije s polimerazo pri pripravi mutiranih 
plazmidnih vektorjev z uporabo kompleta QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis 
Kit. 
Reagent Volumen (µl) 
dH2O 17,8 
10x reakcijski pufer (QuikChange Lightning Buffer) 2,5 




Istosmerni oligonukleotidni začetnik (10 µM) 1,0 
Protismerni oligonukleotidni začetnik (10 µM) 1,0 
QuikSolution reagent 0,7 
dNTP – mešanica vseh deoksinukleotidov 0,5 
QuikChange Lightning encim 0,5 
Skupen volumen  25 
 
















Mešanico reagentov za izvedbo PCR smo pripravili v PCR komori. Pred pričetkom dela, 
smo komoro očistili s 70% etanolom in sterilizirali s pomočjo UV luči (15 min). Reagente 
smo hranili na ledu in jih pred samo uporabo pomešali na vibracijskem mešalu ter 
centrifugirali (vse razen encima). Vse reagente (razen encima) smo po padajočih volumnih 
odpipetirali v 1,5 ml mikrocentrifugirko in le-to pomešali na vibracijskem mešalu ter 
centrifugirali. Na koncu smo dodali še encim. PCR reakcijo smo izvajali v cikličnem 
pomnoževalniku 2720 Thermal Cycler, pri pogojih, ki so navedeni v tabeli 4. 
Tabela 4: Program pomnoževanja verižne reakcije s polimerazo. 
Stopnja Število ciklov Temperatura (°C) Čas  
Denaturacija 1 95 2 min 
Prileganje  18 95 2 s 
60 10 s 
68 3 min 3s 
Podaljševanje 1 68 5 min 
Ohlajanje 1 4 ∞ 
 
Po končani verižni reakciji s polimerazo smo dodali še encim Dpn I (2 µl), ki je restrikcijski 
encim in razreže nemutirane plazmide. Sledila je 15 minutna inkubacija pri 37°C. Do 
naslednje uporabe smo vzorec hranili na ledu. 
Poleg pripravljenih mutant v regiji G-kvadrupleksa, smo analizirali tudi vpliv dveh genetski 
spremembi v genu TNFSF11, ki vsebujeta zamenjavo enega baznega para, kar imenujemo 
polimorfizem posameznih nukleotidov (SNP – angl. single nucleotide polymorphism) in je 








Tabela 5: Plazmidi, ki vsebujejo zamenjavo enega baznega para. 
 
Osnovni plazmid s katerim smo primerjali kako se spreminja aktivnost promotorja gena 
TNFSF11 pri pripravljenih mutacijah, je vseboval promotrsko zaporedja divjega tipa WT370 
(angl. wild type). Promotorsko zaporedje divjega tipa (vstavljeno v plazmid pGL3-RANKL-
WT370) se najpogosteje pojavlja v populaciji. 
3.2.2. Transformacija 
 
Transformacija je vnos rekombinantne DNA v gostiteljske celice. Bakterijske gostiteljske 
celice v katere vnašamo rekombinatno DNA morajo biti kompetentne, to pomeni, da je celica 
zmožna sprejeti tujo molekulo DNA. Pri našem delu smo za transformacijo uporabljali 
bakterijske celice Echerichia coli (E.coli), seva DH5𝛼. 
Celoten proces transformacije smo izvajali v aseptičnem okolju, celice smo odtajali in hranili 
na ledu. Bakterijske celice, ki so bile pripravljene v laboratoriju, so do uporabe shranjene v 
mikrocentrifugirki zamrznjene na -80°C ter pripravljene sprejeti plazmid. Pred uporabo smo 
jih odtajali na ledu. 50 µl kompetentnih celic smo dodali 5 µl  pDNA in tako pripravljeno 
mešanico 30 min pustili na ledu, nato pa smo jo za 30 s dali v vodno kopel, katere 
temperatura je bila 42°C. S tem smo povzročili toplotni šok, zaradi česar je celična stena 
postala permeabilna in posledično je pDNA lahko vstopila v celico. Celice smo za 2 min 
ponovno prenesli na led, nato pa dodali 500 µl tekočega LB gojišča. Vzorce smo nato 1 uro 
inkubirali na temperaturi 37°C, ob stresanju (108 rpm). Po končani inkubaciji smo vzorce 5 
min centrifugirali na temperaturi 25°C, 3000 obratov/min. Celice so se tako skoncentrirale 
na dnu in smo lahko s pipeto odvzeli odvečen supernatant – v mikrocentrifugirki je ostalo 
približno 100 µl. Celice smo v preostalem supernatantu resuspendirali s pipeto in s pomočjo 
Izvorni plazmid Zaporedje 
pGL3-WT370 GGCCGCAGACAAGAAGGGGAGGGAGCGGGAGAGGGAGGAGAGCTCC 
Plazmid  
rs201748497 Citozin je zamenjam s timinom: 
GCCGCAGACAAGAAGGGGAGGGAGCTGGAGAGGGAGGAGAGCTCCG 
 




bakteriološke zanke nacepili na LBA gojišče v petrijevki. Le-te smo pred nanosom vzorca 
postavili na sobno temperaturo, da so se ogrele. LBA plošče vsebujejo ampicilin, ki omogoča 
preživetje samo celicam, ki so sprejel plazmid. Petrijevke smo nato ovili v alu-foliju, saj je 
ampicilin občutljiv na svetlobo in jih čez noč inkubirali na temperaturi 37°C. 
 
Slika 9: Potek transformacije (prirejeno po 22). 
 
3.2.2.1. Priprava tekočega gojišča LB 
 
Tekoče LB gojišče smo pripravili tako, da smo v pollitrsko steklenico natehtali 8 g LB Broth 
praška in dodali 400 mL destilirane vode (dH2O). Sledilo je 15 minutno avtoklaviranje pri 
temperaturi 121°C in tlaku 1,2 bar. Po končanem avtoklaviranju smo počakali, da se je 
mešanica ohladila in jo do uporabe shranili v hladilniku. Za pripravo tekočega LBA gojišča 
smo uporabili enak postopek, na koncu pa smo v ohlajeno mešanico dodali še antibiotik 
ampicilin.  
3.2.2.2. Priprava LBA plošč (plošče, ki vsebujejo ampicilin) 
 
LBA plošče  smo pripravili tako, da smo v pollitrsko steklenico natehtali 8 g LB Broth 










Celica je sprejela plazmid. Celice, ki so sprejel plazmi so zrasle na LBA gojišču. 
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smo nato 15 min avtoklavirali pri temperaturi 121°C in tlaku 1,2 bar. Nato smo počakali, da 
se je mešanica ohladila in dodali 400 µL antibiotik ampicilina (njegova končna koncentracija 
je znašala 100 µg/mL). Tako pripravljeno mešanico smo nato v aseptičnih pogojih prelili v 
sterilne plastične petrijevke, počakali da se ohladijo in jih shranili v hladilnik. 
3.2.3. Nanos bakterij na LBA gojišče  
 
Bakterije, ki so preko noči zrasle v petrijevkah smo precepili v tekoče gojišče z dodanim 
ampicilinom. Delali smo v aseptičnih pogojih ob ognju. V 15 ml centrifugirke smo s sterilno 
merilno pipeti odpipetirali 3 ml LBA gojišča. S pipetnim nastavkom smo nato podrgnili ob 
eno zraslo bakterijsko kolonijo v petrijevki in pipetni nastavek ''odvrgli'' v centrifugirko. 
Nato smo ponovno inkubirali čez noč na temperaturi 37°C, ob stresanju (108 rpm).  
3.2.4. Miniprep – izolacija mutirane plazmidne DNA 
 
Plazmidno DNA, ki smo jo v procesu tranformacije v E.coli namnožili smo nato izolirali s 
pomočjo reagenčnega kompleta QIAprep® Spin Miniprep Kit (250). QIAprep 2.0 Spin 
kolone vsebujejo membrano iz silicijevega dioksida, ki omogoča vezavo do 20 µg DNA v 
prisotnosti visokih koncentracij kaotropnih soli. Eluirajo pa se ob prisotnosti pufra z nizko 
vsebnostjo soli.  
Prekonočno kulturo bakterij v LBA gojišču smo iz centrifugirke prenesli v 
mikrocentrifugirko ter 3 min centrifugirali na 8000 rpm pri 25°C. S tem smo dobili usedlino 
bakterij, ki vsebuje želeno pDNA in supernatant, ki vsebuje LBA gojišče. Le-tega smo odlili. 
Bakterijsko usedlino smo resuspendirali v 250 µL pufra P1 (pufer za resuspendiranje), 
kateremu je dodana RNAsa A, ki je povzročila razgradnjo celične RNA. Nato smo dodali še 
250 µL pufra P2 (lizacijski pufer), ki je vseboval bazo NaOH in natrijev lavrilsulfat (SDS). 
Vsebino mikrocentrifugirke smo pomešali z obračanje. SDS, ki ga je vseboval pufer P2 je 
povzročil razgradnjo celične membrane in sprostitev celičnih komponent ter pDNA v 
raztopino. SDS in visok pH raztopine sta povzročila denaturacijo kromosomov in pDNA. 
Nato smo dodali 350 µL pufra N3 (nevtralizacijski pufer) in vsebino mikrocentrifugirke 
pomešali z obračanjem. Pufer N3 je vseboval ocetno kislino in kalijev acetat, kateri je 
nevtraliziral pH in renaturiral pDNA. S tem smo ustavili razgradnjo celične stene. Nato smo 
centrifugirali na 13000 rpm, 10 min in dobili supernatant v katerem je bila želena pDNA in 
pa precipitat, ki je vseboval proteine, lipide, genomsko DNA, ki so preciptirali ob 
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nevtralizaciji. 800 µL supernatanta smo nato prenesli v mikrocentrifugirko s kolono in 
centrifugirali 1 min. Membrana iz silicijevega dioksida je vezala pDNA iz supernatanta, 
ostale komponente (RNA, proteini) pa so ostali v raztopini. Nato smo dodali 750 µL pufra 
PE, ki je vseboval 70% etanol. pDNA ni topna v etanolu, zato je ostala vezana na kolono. 
Ostale soli pa so topne in se sperejo z membrane. Etanol lahko zavira nadaljnje encimske 
reakcije, zato smo kolono še enkrat centrifugirali in jo nato prenesli v čisto 
mikrocentrifugirko. Sledila je elucija pDNA s 50 µL pufra EB (elucijski pufer). Vzorec smo 
pustili stati na sobni temperaturi, da se je pDNA raztopila nato pa ponovno centrifugirali 1 
min. Na koncu smo pripravljenim vzorcem še izmerili koncentracije pDNA.  
3.2.5. Merjenje koncentracije izolirane plazmidne DNA 
 
Pomnoženi in izolirani pDNA smo nato s pomočjo NanoDropTM OneC spektrofotometra 
izmerili koncentracijo. To je spektrofotometer, ki meri v UV in vidnem območju (220 – 750 
nm). Uporablja se za merjenje absorbance vzorcev DNA, RNA in proteinov z majhnim 
volumnom. Kapljico vzorca se odpipetira na spodnje optično vlakno in zapre z zgornjim 
vlaknom. Vzorec med dvema vlaknoma drži površinska napetost in tako je omogočeno 
potovanje svetlobe. Meritev spektra se izvede med spodnjim (oddaja svetlobo ksenonske 
žarnice)  in zgornjim optičnima vlaknoma tako, da svetloba potuje iz ksenonske žarnice do 
detektorja (23). 
Vzorce smo pred samim merjenem pomešali na centrifugi. Nato smo očistili zgornje in 
spodnje optično vlakno spektrofotometra z destilirano vodo in jo pobrisali s suhim papirjem. 
Na spodnje optično vlakno smo odpipetirali 1,5 µL slepega vzorca (RNAase free water) in 
pomerili koncentracijo. S tem smo uravnali spektrofotometer na vrednost 0. Ponovno smo 
očistili spodnje in zgornje optično vlakno (to smo naredili pred merjenjem vsakega vzorca), 
odpipetirali 1,5 µL vzorca in izmerili koncentracijo. Spektrofotometer izmeri koncentracijo 
pDNA v vzrocu v ng/µL. Le-to smo odčitali pri valovni dolžini 260 nm. Po končani meritvi 




Slika 10: NanoDropTM OneC spektrofotometer (Fakulteta za farmacijo, Ljubljana). 
3.2.6. Gojenje sesalcih celic HeLa 
 
Pri tem eksperimentu smo uporabili celično linijo, imenovano HeLa (poimenovano po 
Henrietti Lacks). To so celice raka materničnega vratu, ki so gojene v laboratoriju. Za 
gojenje smo uporabili gojišče DMEM (angl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium), 
kateremu so dodani 1% L-glutamin (izvor energije in ogljika), 1% antibiotik/antimikotik 
(preprečuje kontaminacijo celične kulture) in 10% fetalni goveji serum (FBS – omogoča rast 
celične kulture). 
Celice smo gojili v petrijevki, v celičnem inkubatorju pri temperaturi 37°C in 5% CO2. 
Pripravili smo jih v celičnem laboratoriju, v komori z laminarnim pretokom zraka in HEPA 
(angl. High Efficency Particulate Air) filtri. Komoro smo najprej očistili s 70% etanolom, 
vanjo dali opremo, ki smo jo potrebovali pri pripravi celic in vse skupaj sterilizirali z UV 
lučjo (10-15 minut). Celice so zamrznjene v 10% dimetilsulfoksidu (DMSO), zato smo jih 
predhodno odtajali v vodni kopeli pri temperaturi 42 °C. V centrifugirko smo odpipetirali 
10 mL DMEM-a. Nekaj DMEM-a smo dodali tudi celicam in jih resuspendirali ter prenesli 
v centrifugirko z DMEM-om. Tako pripravljeno celično suspenzijo smo prenesli v 
petrijevko, ki smo jo nato dali v celični inkubator. Ko so celice dosegle 80-90 %, smo jih 
precepili na sveže gojišče. Celicam v petrijevki smo najprej odstranili gojišče in jim nato 
dodali 5 mL fosfatnega pufra (PBS, angl. Phosphate-buffered saline), s katerim smo celice 
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sprali in s tem odstranili serum, ki bi vplival na delovanje tripsina. Nato smo PBS s pomočjo 
aspiracije ponovno odstranili. Celicam smo dodali 2 mL tripsina in jih inkubirali pri 
temperaturi 37°C, približno 3 min – s tem smo dosegli, da so se celice odluščile od podlage 
(to smo spremljali pod mikroskopom). Celicam smo po inkubaciji dodali 5 mL gojišča 
DMEM, s katerim smo ustavili delovanje tripsina. Celično suspenzijo smo prenesli v 
centrifugirko in 10 µL le-te prenesli pod krovno stekelce Neubaurjeve komore. Pod 
svetlobnim mikroskopom (40-kratna povečava) smo prešteli celice v vseh štirih kvadratkih. 
Iz števila preštetih celic smo izračunali ustrezno količino celic in DMEM gojišča, ki jo 
potrebujemo. 
 
Slika 11: Krovno stekelce in mreža za štetje v Neubaurjevi komori (prirejeno po 24): 
Stranica posameznega kvadratka meri 1 mm. Ko objektno steklo pokrijemo s krovnim 
stekelcem, dobimo volumen 0,1 µL. Pri štetju smo tako dobili približno število celic v 0,1 
µL suspenzije. To smo upoštevali pri izračunu. 
 
Celična suspenzija 
Globina 0,1 mm 
Štetje vseh celic 




1. Število preštetih celic v vseh 4 kvadratkih: 129 (129:4 =32,25 – število celic v 
posameznem kvadratku. 
2. Želena količina celic v eni luknjici je 5 x 104. 
32,25 x 104…………….1000 µL 
5x104…………………X µL 
_________________________ 
X= 217,1 µL – volumen celic za eno luknjico 
3. Eksperiment smo izvajali s 6 različnim pDNA in slepim vzorcem (prazne celice), 
vse skupaj pa smo izvajali v dveh paralelah. Torej smo skupno potrebovali 
volumen celic za 13 luknjic na gojitveni plošči s 24 luknjicami.  
217,1 µL x 13 (luknjic) = 2822,3 µL (celoten volumen celične suspenzije) 
4. Celoten volumen kulture (celic in DMEM) v eni luknjici je 500 µL. Volumen 
DMEM-a v eni luknjici tako znaša: 500 µL - 217,1 µL = 282,9 µL 
5. Celokupni volumen DMEM-a, ki ga potrebujemo za vse luknjice: 282,9 µL x 13 
luknjic = 3677,7 µL 
V centrifugirko smo nato odpipetirali ustrezno količino celične suspenzije in DMEM 
gojišča ter tako dobili kulturo, ki smo jo odpipetirali v luknjice na plošči (uporabili smo 
gojitveno ploščico s 24 luknjicami). V trinajst luknjic smo odpipetirali 500 µl pripravljene 
kulture. Ploščo smo nato dali inkubirat na temperaturo 37°C za 24 ur. 
Preostanek celic smo nacepili v novo petrijevko – 9 mL DMEM gojišča smo odpipetirali v 
centrifugirko in mu dodali 1 mL celične suspenzije. S pipeto smo zmes prenesli v novo 
petrijevko in jo ponovno inkubirali pri temperaturi 37°C in 5% CO2 
3.2.7. Transfekcija 
 
Transfekcija je postopek vnosa tujih nukleinski kislin v sesalske celice. Je metoda, ki 
omogoča proučevanje funkcije genov in proteinov (25). Transfekcijo smo izvedli s pomočjo 





Slika 12: Potek transfekcije (prirejeno po 26): PolyJetTM  Regent z molekulami DNA tvori 
transfekcijski kompleks, ki pri poteku endocitoze preide preko celične membrane v 
notranjost celice. Polimer se tam razgradi, DNA pa preide v jedro celice. V jedru se vnesena 
sprememba ob delitvi celice prenaša naprej. 
Transfekcijo smo izvajali po tem, ko smo celično suspenzijo in gojišče DMEM 24 ur 
inkubirali oziroma, ko so celice dosegle 80–90 % konfluentnost.  Pred začetkom transfekcije 
smo prav tako pomerili koncentracije predhodno pripravljenih pDNA in izračunali volumen 
vzorca, ki ga potrebujemo v eni luknjici. V vsaki luknjici smo želeli 500 ng pDNA. 
Postopek izračuna:  
1. Izračun količine vzorca – za izračun smo uporabljali formulo: c1V1 = c2V2 
c1……izmerjena koncentracija pDNA 
V1……volumen katerega računamo (delali smo v dveh paralelah, zato izračunan volumen 
pomnožimo z dve) 
c2…......koncentracija, katero želimo 
V2…….1 µL 
 
500 ng………………....V1 (µL) 
c1 (ng)………………… 1 µL 
_________________________ 
V1= 
















2. Izračun količine pRL-ja – pRL je plazmidni vektor, ki vsebuje zapisa za gen Rluc 
(renilino luciferazo), služi kot notranja kontrola pri merjenju aktivnosti izražanja 
plazmidnega vektorja  
V vsaki luknjici želimo 10 ng pRL-ja. 
10 ng………………....1 vzorec 
60 ng…………………6 vzorcev 
_________________________ 






   (c=izmerjena koncentracija pRL-ja) 
Transfekcijo smo zvedli tako, da smo v mikrocentrifugirko najprej odpipetirali 325 µL 
DMEM-a (v vsaki luknjici mora biti 25 µL DMEM-a – 25 µL x13 luknjic = 325 µL) in mu 
dodali 13 µL plazmidnega vektorja pRL (v eni luknjici mora biti 10 ng ) ter vsebino pomešali 
na vibracijskem mešalu in centrifugirali.  
1. Pripravili smo šest mikrocentrifugirk in v vsako odpipetirali 50 µl predhodno 
pripravljene mešanice ter v vsako dodali po en vzorec pDNA – 500 ng/vzorec. 
2. V novo centrifugirko smo odpipetirali 325 µL DMEM-a in dodali 19,5 µL (1,5 
µL/vzorec) PolyJetTM reagenta. 
3. Tako pripravljeno mešanico smo dodali v vsako mikrocentrifugirko, kamor smo 
predhodno dodali vzorec. 
4. Vsako mikrocentrifugirko smo pomešali na vibracijskem mešalu ter centrifugirali in 
nato inkubirali 10 min na sobni temperaturi. 
5. 50 µL posamezne mešanice smo s pomočjo pipete vnesli v luknjice na plošči s 
celicami ter le-te ponovno inkubirali 24h. 
Uspešnost transfekcije smo preverili s pomočjo fluorescenčnega mikroskopa, tako da smo 
pred transfekcijo celicam dodali zeleni fluorescenčni protein (GFP – angl. Green flourescent 




Slika 13: Celice pod fluorescenčnim mikroskopom (Fakulteta za farmacijo, Ljubljana): 
Celice obarvane zeleno so uspešno transfecirane. 
3.2.8. Luciferazni test 
 
Vpliv sprememb na aktivnost promotorja smo merili z Luciferaznim testom, katerega smo 
izvedli s pomočjo Dual-Luciferase® Reporter Assay System. Omogoča preučevanje 
transkripcijskih faktorjev, znotrajceličnega signaliziranja, receptorske aktivnosti in zvijanja 
beljakovin. Princip tega testa je zasnovan na tem, da merimo dva poročevalska encima v 
enem vzorcu – kontrolno renilino luciferazo (Rluc) in eksperimentalno kresničkino 
luciferazo (Luc), ki imata različno encimsko strukturo in različne zahteve za substrat.  
24 ur po transfekciji smo izvedli luciferazni test. Najprej smo pripravili reagenta pufer za 
pasivno lizo (PLB, angl. Passive Lysis Buffer) in Stop and Glo®. Reagent PLB smo 
pripravili tako, da smo v mikrocentrifugirki pomešali 0,5 mL 5x PLB in 2 mL dH2O ter tako 
dobili 1x raztopino PLB-ja. Stop and Glo® reagent pa smo pripravili tako, da smo v 
mikrocentrifugirki pomešali Stop and Glo® pufer in Stop and Glo® substrat v razmerju 50:1.  
Transfeciranim celicam smo odstranili gojišče in jim nato dodali 500 µL PBS-ja, s čimer 
smo sprali površino kulture. Ploščo smo narahlo zavrteli, da smo odstranili odmrle celice in 
28 
 
preostalo gojišče. PBS smo nato odstranili in celicam dodali 100 µL pripravljenega 
ledenomrzlega PLB-ja, ki je omogočil hitro razgradnjo gojenih celic. Ploščo s celicami smo 
nato 15 min stresali na sobni temperaturi, pri 45 rpm ter tako zagotovili popolno in 
enakomerno pokritost površine s PLB-jem. Do izvedbe meritev smo ploščo s celičnim 
lizatom hranili na ledu. V luknjice mikrotitrske plošče smo odmerili 50 µL predhodno 
pripravljenega luciferaznega reagenta (LAR II, angl. Luciferase Assy Reagent II), ki je 
substrat s kofaktorji in omogoča potek encimske reakcije s kresničkino luciferazo (Luc). 
LAR II se pripravi tako, da se liofiliziran substrat resuspendira z 10 ml luciferaznega pufra 
II. Pripravljena mešanica se razdeli v mikrocentrifugirke in hrani pri temperaturi -20°C en 
mesec oziroma pri -70°C eno leto. Pred uporabo smo reagent odmrznili, tako da smo 
mikrocentrifugirko iz hladilnika prenesli v čašo z vodo. Na mikrotitrsko ploščo smo nato k 
reagentu LAR II v vsako luknjico dodali po 30 µL posameznega celičnega lizata in na 
BioTek čitalcu pomerili luminiscenco, s čimer smo izmerili aktivnost Luc. Nato smo v vsako 
luknjico dodali še 50 µL pripravljenega Stop and Glo® reagenta in ponovno pomerili 
luminiscenco. S tem reagentom smo ustavili prvo reakcijo z Luc in aktivirali Rluc ter s tem 
dobili podatke za njeno aktivnost, ki je služila za normalizacijo podatkov (aktivnost 
Luc/aktivnost Rluc). Podatke smo normalizirali, zato da smo zmanjšali vpliv 
eksperimentalnega dela na rezultate.  
3.3. Statistična obdelava rezultatov 
 
Dobljene rezultate po luciferaznem testu smo obdelali s pomočjo računalniškega programa 
Microsoft Excel 2016. Iz dobljenih rezultatov smo najprej izračunali povprečne vrednosti, 
jih normalizirali, nato pa izvedli dvostranski t-test s stopnjo tveganja 𝛼 = 0,05. Preverjali 
smo naslednji hipotezi: 
Ničelna hipoteza 𝐻0: spremembe v plazmidih vplivajo na aktivnost promotorja in se zato 
razlikuje od izvornega plazmida. 
Alternativna hipoteza 𝐻1: spremembe v plazmidih ne vplivajo na aktivnost promotorja in 
zato ostaja enaka izvornemu plazmidu. 







4.1. Vpliv sprememb v nukleotidnem zaporedju promotorja gena 
TNFSF11 na njegovo aktivnost  
 
V promotorsko regijo gena TNFSF11 smo s pomočjo točkovno usmerjene mutageneze vnesli 
spremembe in nato ugotavljali, kako so le-te vplivale na njegovo aktivnost. Kot izvorni 
plazmidni reporterski vektor smo uporabili pGL3-RANKL370. Z mutagenezo smo pripravili 
plazmide RANG2713T, RANG2719T in RANG27T. Sledila je sekvenčna analiza, s katero 
smo določili primarno strukturo nastalega plazmida, ga primerjali z osnovnim zaporedjem 
in ugotovili, če je prišlo do želenih mutacij.  
 
Slika 14: Rezultat sekvenčne analize pripravljenega RANG2713T plazmida – Z zeleno 
barvo so označena mesta mutacij, ki smo jih vnesli v plazmid. 
Nadalje smo plazmide, ki smo jih uspešno pripravili, vnesli v HeLa celice in nato s pomočjo 
luciferaznega testa merili aktivnost reniline (Rluc) in kresničkine (Luc) luciferaze. Po 
opravljenih meritvah smo izračunali razmerje aktivnosti Luc/Rluc. Z izračunom razmerja 
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aktivnosti Luc/Rluc smo rezultate normalizirali in dobili relativno luciferazno aktivnost 
(RLA). Test smo izvajali trikrat, vsakič v dveh paralelah in iz dobljenih ponovitev izračunali 
povprečje RLA, standardni odklon in p vrednost.  
Tabela 6: Rezultati luciferaznega testa izvedenega v HeLa celicah, pripravljenih mutiranih 
plazmidov.  
Vzorec Izvorni plazmid: 
pGL3-WT370 
RANG2713T RANG2719T RANG27T 
FL/RL 
1 0,070887 0,023830 0,026353 0,068597 
2 0,072296 0,021940 0,026992 0,070090 
3 0,099070 0,024937 0,020570 0,044040 
4 0,090173 0,017892 0,021142 0,031356 
5 0,114954 0,021116 0,018121 0,018789 
6 0,110698 0,018626 0,016626 0,013478 
Povprečje 0,093013 0,021390 0,021634 0,041058 
Standardni 
odklon 
0,0171157 0,002543 0,003868 0,022214 














Slika 15: Grafični prikaz vpliva mutacij na aktivnost promotorja gena TNFSF11 v HeLa 
celicah. 
Iz slike 15 lahko vidimo, da dobljeni rezultati kažejo na to, da vse uvedene mutacije v 
plazmidih zmanjšajo aktivnost promotorja gena TNFSF11 v primerjavi z izvornim 
plazmidom. Pri zamenjavi gvanina za timin na mestih dve, sedem in trinajst (RANG2713T) 
ter dve, sedem in devetnajst (RANG2719T) se aktivnost promotorja zmanjša za faktor 0,2. 
Pri uvedbi mutacij samo na mestih dve in sedem (RANG27T), se aktivnost zmanjša za 
nekoliko manj, in sicer za faktor 0,4. Na osnovi izračunanih p vrednosti prikazanih v tabeli 
6, ki so pri vseh vzorcih manjše od 𝛼=0,05 lahko sprejmemo ničelno hipotezo, ki pravi, da 
spremembe v plazmidih vplivajo na aktivnost promotorja in se zato razlikuje od izvornega 
plazmida. Sklepamo lahko, da vse mutacije, ki smo jih uvedli, vplivajo na aktivnost 

































4.2. Vpliv sprememb v nukleotidnem zaporedju polimorfizma  
rs201748497 in rs200072190 v promotorju gena TNFSF11 na 
njegovo aktivnost 
  
V tem delu eksperimenta smo proučevali vpliv SNP-jev na aktivnost promotorja gena 
TNFSF11. Kot izvorni plazmid smo ponovno uporabili pGL3-WT370. V genetski 
spremembi rs201748497 je citozin zamenjan s timinom, v rs200072190 pa je gvanin 
zamenjan s citozinom. Ponovno smo v treh ponovitve, vsakič v dveh paralelah merili 
luciferazno aktivnost in s pomočjo le-te ugotovili spremembo aktivnost promotorja napram 
izvornemu plazmidu.  
Tabela 7: Rezultati luciferaznega testa za vzorca, ki vsebujeta zamenjavo enega baznega 
para. 






1 0,070887 0,082148 0,074997 
2 0,072296 0,107482 0,056347 
3 0,099070 0,074244 0,065114 
4 0,090173 0,049430 0,046592 
5 0,114954 0,091313 0,074830 
6 0,110698 0,078594 0,068302 
Povprečje 0,093013 0,080535 0,064364 
Standardni odklon 0,0171157 0,017587 0,010155 









Slika 16: Grafični prikaz vpliva SNP-jev na aktivnost promotorja gena TNFSF11 v HeLa 
celicah. 
Iz slike 16 je razvidno, da je prav tako, kot pri plazmidih z vnesenimi mutaciji, tudi pri tistih 
s SNP-ji aktivnost manjša, kot pri izvornem plazmidu. Pri zamenjavi citozina s timinom 
(rs201748497) se aktivnost promotorja v primerjavi z izvornim zmanjša za faktor 0,9. Pri 
zamenjavi gvanina s citozinom (rs200072190) pa je aktivnost promotorja še nižja, in sicer 









































5 RAZPRAVA  
 
5.1. Proučevanje sprememb v G-kvadrupleksu 
 
Sistem RANKL/RANK/OPG sodeluje pri uravnavanju kostne razgradnje in izgradnje ter 
predstavlja pomembno tarčo za zdravila za osteoporozo. Trenutna učinkovina, ki je na trgu 
in deluje na ta  sistem, je denosumab. To je humano monoklonsko protitelo (IgG2), ki se 
veže na ligand RANK (RANKL) in prepreči aktivacijo receptorja RANK na površini 
predhodnikov osteoklastov in samih osteoklastov. Preprečitev medsebojnega delovanja 
RANKL/RANK zavre nastajanje, delovanje in preživetje osteoklastov. S tem se zmanjša 
razgradnja kosti v kortikalnem in trabekularnem kostnem tkivu. Molekularni mehanizem 
izražanja gena za RANKL do sedaj še ni popolnoma pojasnjen, so pa bile izveden študije, ki 
nakazujejo, da lahko njegovo izražanje uravnavamo z domnevnim zlaganjem njegovega z 
gvanini bogatega področja v nenavadne strukture DNA, kot je G-kvadrupleks. V 
raziskovalnem delu smo se zato osredotočili na vnos mutacij v G-kvadrupleks promotroske 
regije gena TNFSF11 z namenom, da ugotovimo, kako spremembe na različnih delih 
zaporedja v strukturi G-kvadrupleksa vplivajo na aktivnost promotorja gena TNFSF11 (14, 
27).  
Eksperiment je pokazal, da vse vnesene mutacije v promotorski regiji vplivajo na aktivnost 
promotorja, in sicer se je pri vseh zmanjšala. Rezultati do sedaj narejenih študij so pokazali, 
da prisotnost G-kvadrupleksa v promotorski regiji zavira aktivnost promotorja in s tem 
izražanje gena za RANKL. Na zmanjšanje oziroma povečanje aktivnosti promotorja lahko 
vplivajo spremembe v strukturi G-kvadrupleksa, vezave različnih prepisovalnih dejavnikov 
in spremembe vezavnih mest za prepisovalne dejavnike. 
S pomočjo programa PROMO na spletni strani ALGGEN smo za vse mutirane plazmide 
analizirali, kateri prepisovalni dejavniki se lahko vežejo na področje G-kvadrupleksa. S tem 
smo ugotovili tudi, ali se število prepisovalnih dejavnikov zveča ali zmanjša, in kako slednje 







Tabela 8: Prepisovalni dejavniki posameznih plazmidov. 
PLAZMID PREPISOVALNI DEJAVNIKI 















Glede na izvorni plazmid, vsi pripravljeni mutirani plazmidi zmanjšajo aktivnost 
promotorja.  
V plazmida RANG2713T in RANG2719T smo vnesli mutacije na treh mestih in zaradi 
večjega števila sprememb bi lahko pričakovali, da bo prišlo do podrtja strukture G-
kvadrupleksa. Zaviranje aktivacije promotorja s pomočjo G-kvadrupleksa v tem primeru ne 
bi bilo možno, zato bi se morala aktivnost promotorja povečati. Vendar pa se v obeh primerih 
zmanjša, kar bi lahko pripisali pomembnejšim spremembam v vezavnih mestih za 
prepisovalne dejavnike. Iz tabele 8 lahko vidimo, da se pri plazmidu RANG2713T uničita 
vezavni mesti za prepisovalna dejavnika E2F-1 in MAZ, kar je lahko vzrok za drastično 
znižanje aktivnosti. Družina E2F prepisovalnih dejavnikov nadzoruje izražanje genov, ki so 
vključeni v rast, razmnoževanje, diferenciacijo ter apoptozo celic. Poznanih je 8 sesalskih 
E2F genov (E2F1-8). Pri nadzorovanju prepisovanja gena za RANKL je najpomembnejši 
prepisovalni dejavnik iz te družine E2F-1, za katerega je bilo dokazano, da njegovo 
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zmanjšano izražanje zmanjša aktivnost promotorja (28). Možnost za znižanje aktivnosti 
promotorja plazmida RANG2713T je tudi uvedba novega mesta za prepisovalni dejavnik 
AhR, za katerega so bile izvedene študije in dokazan vpliv na delovanje proteina RANKL. 
Njegov regulatorni mehanizem je še nejasen, verjetno pa uravnava diferenciacijo 
osteoklastov preko protoonkogena c-Fos (29). Iz rezultatov lahko sklepamo, da tako izpad 
mesta za prepisovalna dejavnika E2F-1 in MAZ, kot tudi uvedba novega mesta za 
prepisovalni dejavnik AhR, prispevata k znižanju aktivnosti promotorja plazmida 
RANG2713T.  
Pri plazmidu RANG2719T ostajajo vezavna mesta za prepisovalne dejavnike GR-alpha, 
TFII-I in E2F-1 ohranjena, izpade pa vezavno mesto za MAZ. MAZ je prepisovalni 
dejavnik, ki uravnava rast in razmnoževanje celic z več različnimi mehanizmi. Opredeljen 
je tudi kot pomemben prepisovalni dejavnik proteina RANKL. Na miših so bile izvedene 
študije, ki so pokazale, da zmanjšano izražanje MAZ, zmanjša razgradnjo kosti (30). S 
primerjavo aktivnosti promotorja plazmida RANG2719T in RANG27T lahko 
predpostavimo vpliv prepisovalnega dejavnika MAZ na aktivnost promotorja. V plazmid 
RANG27T smo vnesli samo dve mutaciji in je mesto MAZ ohranjeno. Izmerjen signal za 
plazmida RANG27T je višji, kot pri plazmidu RANG2719T, kar kaže na to, da odsotnost 
MAZ zniža aktivnost promotorja.   
Pri plazmidu RANG27T ostajajo v primerjavi z izvornim plazmidom, vsi prepisovalni 
dejavniki enaki. Kljub temu pa se aktivnost promotorja plazmida RANG27T nekoliko zniža. 
To bi lahko pripisali temu, da že kakršna koli sprememba v G-kvadrupleksu lahko vpliva na 
njegovo stabilnost ter tako na proces prepisovanja. 
Za potrditev teh predpostavk bi bilo potrebno izvesti dodatne študije. V našem primeru bi 
lahko eksperimenti izvedli še na kateri drugi celični liniji (npr. celicah HOS – celice raka 
kosti in celicah A549 – celice pljučnega raka) ali uporabili kakšne druge metode za 
preučevanje vezave transkripcijskih dejavnikov na zaporedje DNA (ChIP). 
5.2. Proučevanje vpliva genetskih sprememb  
 
Analizirali smo tudi vpliv dveh genetskih sprememb v genu TNFSF11 pri katerih je 
zamenjan en bazni par. Izvorni plazmid v tem primeru predstavlja bolj pogosto različico 
genetskega zapisa. V obeh primerih smo dobili znižano aktivnost promotorja.  
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S programom PROMO smo preverili možne prepisovalne dejavnike za izvorna plazmida ter 
za plazmida rs201748497 in rs200072190. Ti so prikazani v tabeli 9. 
Tabela 9: Prepisovalni dejavniki SNP-jev. 
PLAZMID PREPISOVALNI DEJAVNIKI 
















Pri zamenjavi citozina za timin (rs201748497) so vsi prepisovalni dejavniki ostali ohranjeni, 
kar se kaže v zelo majhnem znižanju aktivnosti promotorja.  
Pri zamenjavi gvanina s citozinom (rs200072190) pa pride do uvedbe novega prepisovalnega 
dejavnika AR – androgeni receptor, poznan tudi kot NR3C4. Je jedrni receptor, ki se aktivira 
z vezavo androgenih hormonov, njegova glavna funkcija je vezava DNA in s tem regulacija 
genov (31). Raziskave na miših so pokazale, da izpad AR poveča število limfocitov B na 
katerih se izraža receptor za RANKL, zaradi česar se poveča formacija osteoklastov in 
posledično se poveča tudi izguba kostne mase (32). Eden izmed vzrokov za zmanjšano 
aktivnost promotorja je torej v tem primeru lahko pojav prepisovalnega dejavnika AR. 
Rezultati kažejo na to, da so vnesene spremembe v nukleotidnem zaporedju vplivale na 
spremembo aktivnosti promotorja gena TNFSF11. Samo iz rezultatov dveh genetskih 
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sprememb, ki sta na aktivnost promotorja vplivali le malo, ne moremo zaključiti, kakšen je 


























Z eksperimentalnim delom v okviru magistrske naloge, smo s pomočjo merjenja luciferazne 
aktivnosti v celicah HeLa dokazali, da kakršnakoli sprememba v nukleotidnem zaporedju 
vpliva na aktivnost promotorja. S tem smo potrdili pravilnost zastavljenih hipotez. 
I. Spremembe vnesene v G-kvadrupleks vplivajo na aktivnost promotorja gena 
TNFSF11, ki je odgovoren za izražanje proteina RANKL. 
G-kvadrupleks v promotorski regija gena TNFSF11, zmanjšuje aktivacijo promotorja in s 
tem je izražanje proteina RANKL manjše. Posledično se zmanjša nastajanje in aktivnost 
osteoklastov. Z uvedbo sprememb na različnih delih G-kvadrupleksa (RANG2713T, 
RANG2719T in RANG27T) smo potrdili, da spremembe vplivajo na aktivnost TNFSF11 
promotorja, ki posledično lahko privede do spremembe izražanje gena. G-kvadrupleks bi 
torej lahko predstavljal pomembno tarčo za načrtovanje zdravil za zdravljenje osteoporoze.   
II. Genetski spremembi rs201748497 in rs200072190 vplivata na aktivnost promotorja 
gena za protein RANKL. 
Rezultati so pokazali, da SNP-ji vplivajo na spremembo aktivnosti promotorja, vendar bi za 
kakršne koli sklepe glede njihove pozitivnega oziroma negativnega vpliva bile potrebne 
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Dobljene vrednosti meritve aktivnosti Luc in Rluc v celicah HeLa: 




1 2 1 2 
pGL3-WT370 1 24429 22959 344618 317569 
2 167013 149124 1685814 1653756 
3 130960 164719 1139233 1499004 
pGL3-RANG2713T 1 3711 2253 155727 102666 
2 20430 16429 819273 918181 
3 17526 15865 829974 851752 
pGL3-RANG2719T 1 216 241 8197 8910 
2 587 485 28512 22940 
3 2614 3195 144254 192175 
pGL3-RANG27T 1 331 374 4818 5336 
2 619 608 14044 19391 
3 607 518 32279 38397 
rs201748497 1 21620 39297 263185 365615 
2 156715 145590 2110806 2945406 
3 113154 135244 1239188 1720784 
rs200072190 1 19037 20468 253831 363242 
2 108438 111843 1665360 2400491 
3 71352 105356 953511 1542508 
 
 
 
 
 
 
 
